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۶ ۷۵/۵016 ۱۱۵۲ .عصل0عع۳ه عصقام لعصمصعصه ما ومتافتتمامهتقطه اصعهعگنصونه اومصط فطع ۵ معم و1 عمامع ۳۲۱۵۲7۵۲ 
وعصمع 0۶ وا167۵ ممتوععتمه معط عصتعمتصمصه توها 0مصتهاهان صععها 27 عمامی م1 تتعط مه ممتاقام۲ طا عاصقام وتامتنه۷ 
0ص )صهمنصونی وومععمم فلزمصم۱۱۵۲ .هه وروعط)طوعمزط متصهیمم مه مه 0زممم12 فط عصتهاتاعع۲ ۵۶ 1۳۷01۷۵۵0 
لته م2 1۳۵ .162۷766 0ص2 ,و5۵6 ,قاتا ر1100/6۵ ۲۵۲ مممصصونم تمزقم مطا مه رمط 1 .عممتامصنط لممنعما0۱۵ 01۷۵۲5۵ 
طم ۷۱۵۱06 )2طا پبهب ادص 0عطمصهه م بوطا ۵512۵0ظ)۵٩‏ م2 فصه رصق ممجانقی 06-03-06 2 صتعاومه اقا مامتال2۳0 
0ص ععصمع فطا عجمصح و1 (0۳۲۷1) مو2عمصصمو معمملقطن عصتهمعجه مصفع ف1. .عهصتامم‌صصمی فقعاتماهه 40ص 6۵۱۵۲۵0 
6 هم م۱ ۵ ممناج00127و1 مص وم2ولمعه مصررمصم فنط؟. .یمهم 0زمم11270 مص ر 0ع1تاصع10 ومصررمصم 
۶ فوهاه عمط ٩۵۵۵1621۲‏ روموهتم1809 ۵۲ زاتصصع! مطا ما فعممامها فرص ان .معمممصع7 12 عصتل‌جمموعتنمع فطل 140 
متا 0عامحتاج فقط مه متتتامناتاد قاطا نامه هیرج2-1 6۵۲۵ 2 فقط وفعتمصطموز معمملقیت .ومفهوا تهلتامعامصصه10 
۶ 05مطامصط 160101۷6 )دمص مطا ۵۴ م6 ءصمتاعل0۳۵ کصعصصعنم 0صح ۲6۵5۵0886 5095 طز ۲۵16 عز مه ما زآاجومع۲ ممتاصمااه 
تتفطا. تم فرصم نامع اه ممتفومممتاه ‏ وه فاصمصونم هب10 ۶و ممتام‌طگع قطا ود همتممصتهمه متاعصهع 
فص صا 1۲0۱۷۵۵ دعصمع ۵ ممتاجع‌تامع1۳۷ مط بم هم معط ۵۳۵71060 فقط (تضاع) مععممعم]مامز هاگ .عتععط‌موومتط 
۵ 1 )۱1و۲۵ هه هه متافط مروومنها متصهنهممط مه مط ما قمع ومع ۵ عمتمصهمانه .عمامی م10 ۵۶ ممتامتال2۳0 
001 0۷۳7۵۲۴( 2 24 0مطامصط مصتم‌ممانه مصمع 6160076 صه و1 رعمامصطهع؟ تخل .عمتامت۳00ج متصعیوهمط صع مر تطصا ۵۲ 
۸ 21701 0۲ ۸ له ۵۶ ممتامصمممهه ا ماتقط مه ۵ کصمصم‌مامبع مه ممتاعمت مصمع عصترل‌تتاد 10۲ 
0ص ,(عدگنه) عماالک عمنمع]صماما القصصو 21-23-91 ماما هلول ۵۶ عمتووععمزم م1۳ .عاصقام مصا ماعتاتاجومه (هلی۵ظ) 
2 ومننوع «امردته رعمام0مطامصه تخااموط مط1 .عمتاملمتوععل هط ماقصومه وعهوعت تال ۵۶ وعماهنلعصه معط 
فص عمامصمتج ه ط/۳ 0مصمل مصمع )موه مطا ۵۶ ممصمنومو 7۵۲5601۷-1۲0۵۵20۵0 1۳ صح مصتصتهاومه امتاتافومه مصمعوصه0 
۰صعا ما ممتامصنط وامتامعاله طمتط7 تمامصتصم] 


[۷۲2۵60۵۳121 2۳0 ۵۵5 


۵۵ 00۵50 ت۲۸ معط ۴ ممتمصمتعصه مط رتضاان ۵۶ ممتامناتاوومی 4ص مرعتععل مطا ۷6 بحمتهعوع۲ وتط 2[ 
-16) کصمتانومه وفحامطصمعتع 0تملصهاو تملصا نامع ۳/۵۲۵ ۵۳102زظ ۲۰ زم فیصعاج ما۲ .عاصهام متصتتامظ ۵ کیان 0مروم 
امتاتاوومه تهل۲۴ م1 .رامع 16/8 ۵۲100ومامدم صرح وعتهتهم‌صها بجع »21-24 24 متاجوم‌جما افص 177 
تنل 0۵0/6۵ مماصا ود عصمع 20 0۶۲ 00 741 0صد عصهع («لع) معهمصصموز مصمعلقدل فط ۵۶ وله وه 530 فط عصن1۳010 
۵ وه ۲۱121-01530ظ۵ ظ۲ .عصله‌ممازه 0ممبلصتن۸ ۴۲ )صمتعصهط ۶۵۲ ۱9۵0 7۷۵۲۵ معصعفتاصه 240 86886 
مره ۱/۸۵ ۸۰ ۵۲ دمتممامی .0مصامجه ممتاه0۲ه00ععاه بوها 4404ضحضصا صتحتاه ووع۲ع ۱۵۵ .۸ ماص1ً 101000660 
60-001۲۵4 امباتاوومی تخاک .عصمع نوم م1 فمصنین مممصو اه ۳0 رها م۵۲۵٩‏ ۱7۵۲۵ 0تصصوهان 00توع0 معط 
ام با میا حمصنهتها م6 0۲۲۵۵0کقصع فا مضه فرع 3 ۶۵ ممتجمم عانقل صا امرم! قه قمام‌صهه ,16276 و متصتتاهم 
0 ]0 ره «۵0۲۵5510 مرمع نجل 0ج ممم‌صفط لهمزمجامصمدام رم 1۳۷65122060 ۷۷۵۲۵ 52100165 


متطه ز رمتانهتتع۸ ۵۶ امد رومتام‌نال۱0ظ قصه متاعصعت) معا 0۶ اصمصماتهم1(0 ,۲۲۵]۵580۲5 ]صماوز۸65 -4 220 1 


[ 20109, 0 


(عه. ام تطهز ۵ قط رمک ۲۰ :انعر ممطاستم معصا ومموعمن -۶) 
رامآ نع ۵۶۲ ولنمع۲ ررعماممطمم‌ماظ عصقاظ ۵۶ مهم تهم۵ن1 رتموعع]۳۳۵ ماهآه0وو۸ 220 ۳۲۵۲۵990۲ -3 200 2 
۰ 1۳27 رل۱۷]292 رمططمه۷ ۵۶ تمهت نما 
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,0۵112 16تنا صا رتقطا 80 ,امن 1107۵۲ 12060 ه 0ص فاصمصصعژن گنه تمجاصتاه ۲۵02660 2 ٩۳00760‏ فصن منصمع1۲208 1[ 
کلصتم ص .عصممماته مصمع 6 0۲ واه1۵7 )همع 10062060 مه دامع وومط1. ,قمتامم هزم وامصمطام 5 مه قه۲۷ 
تمصع ۱۵0۲6۵0 ۷۵8 ]متاتاوومی نخ 6-۴ رواصهام معمط مر .ومعصف امملمامصهمطن ۵ دمرتامتع ۲۳۵ رمع 7۵6 متصتااهم 
1 ۲۵۵۱۲660 م7۵ حملعوع0۳۳ه عصمع 61 عطا ,ملظ .علقاعم طا وجمامی ۲2060 20 فعصهام معط ,مک 40ص ممتامت0مم 
۲ ۱۵۱00 کته صرح وج 25۵0 9 وی ن۴۵۲۸ 2 7۵۵«مک طم‌نهعومم فنص ۶ فلناوع۲ مصا رزللدته‌جمی .عممنا متصمعقصه 
۶ هه وتععطصومها صا ممتامصن و عصهمع مطا ملهمتصا هم مصمصهماله مصمع ۵۶ ممتاعه‌نانو2 م1 .عصام‌صهمالو مصوع 
عطا ۴ موه وه 10601018160 قه۷ مصمع 1608۵۲296 مممعملقطم فط رطمت2001 صا ,عصتصهننمطصع قه صفتاو عصمممم‌ممم فتامتنه۷ 
۶ طمتامنا0مت مط مد 1۳1701۷۵۵ ها 0آنامم عقط) وعصهام متصتتع۲ طا ترواجم فتععطصومنما صتصعهمطاصع ما وعصمع امعم 
بصعام وتط) طا فصمتاه‌ماله ملموامصمطام تقعاه ها لماوع وصتمممانه مصمع نطه رعصمط رعاصهام مععطا صا تمامم 


ا ۸( 


عععصمنااگصا تقطا رمامه ه وه نامع مباعون) تقانمتانهم مه ما هاحکصط آعوتها معط ۵۶ ممتاح‌تجوعصمی فطل آهعصمع 9[ 
0 ,1۳۴۲۸۵ رامع 27] عصتمصمانه مط ۵۶ واصجمصصع افص رحمتوععتمنه مصمع ۵۶ واع7ع1 م1 ۷۵۲ اخر .ومصملمتگه هصتم‌مم‌اله 
عاصحمصع تمطونط اه معجموععم مطا مهعت۵ظ۱ ,رن 19) »هعآم‌ممم مملم‌ممازه 0660 متض 1۵۲ معط وه 06272000 «ماعام‌جدمی وه 
6 0 ۳۴۲۸ لفممتامصی تفع مومع همه ماه رعصته‌صعمانه متمام‌ججمعصا طا عناوم رقصظر هلاه آمعتها عطا 0۶ 
7 0600 25 امتاتافومع ملظ مط) 0مهاعجمصمل طم‌نهعوع؟ فنط؟. .صتمامم عصنل‌مممکعتهه فط) ماطاً 0ع26اقصق0 
عم ۵۲ عصتم‌صماته نخان »10 007010۵0 ۲۲28 امتااقومع ۵۳۴۲۸ظ م1 .تاو .ظ گم ومیاعون) 1072 بم 0مطونامادم 
2 16 مصمع تطه مط ۵۶ عصلم‌صعملتد م1 .عمبه م1 متصتتعط ما هدنوم متامطصوومنطا صتصعینمطاصه فط صا وقصمع ومع فا ۵۶ 
۰ م20 مامتا متصتااعظ ما وهسطاهن متامطصوومتها متصووممطمع قطه ۵۶ ممتاه‌لن0مصه مطا تم عمراما۳0م 
00 10۱77۵۲ مر 10۷۵۱۷۵۵ ععصمع تمطان ۵۶ فتقروامصه امممت)مصی زمره م۶ آباهونا وم مقله انامه وعماهت0و عتط [ 


تخلالگ؟ ,ره 0طعظ رعصته‌صعماله مصهت) رمکه‌مجومو1 مممملمط رصتصه مان :1۵۲۱۲۵۸۵8 
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چکیده 


رنگ گل یکی از مهمترین خصوصیات گیاهان زینتی است که نقش ویژه ای را در فروش این نوع گیاهان ایفا می‌کند. در سال‌های اخیر با استفاده 
از فناوری‌های نوین از قبیل مهندسی ژنتیک ارقام جدیدی وارد بازار شده است که یکی از موثرترین روش‌های آنء کاهش مقدار رنگدانه‌های داخلی گل 
بوسیله ممانعت از فعالیت آنزیم‌های ضروری مورد نیاز برای بیوسنتز آن‌ها می‌باشد. روش 1۸ یک فناوری نوین خاموشی ژن است که امکان بررسی 
ژن‌های دخیل در تولید رنگ گل را فراهم کرده است. در این پژوهش, با استفاده از این فناوری نوین» نقش ژن چالکون ایزومراز (6/11) به عنوان یکی از 
ژن‌های کلیدی در مسیر بیوسنتزی آنتوسیانین‌ها مورد بررسی قرار گرفت. در این آزمایش سازه 18۷۸ ژن :61 طراحی شد و به اطلسی‌های با رنگ 
گل بنفش و صورتی انتقال یافت. لاین‌های تراريخته, تغییرات متنوعی را در رنگ گل نشان دادند و به گروه‌های فنوتیپی متفاوتی تقسیم شدند. این 
تغییرات بیشتر به صورت کاهش مقدار تجمع رنگدانهها و کمرنگ شدن گل‌ها بود. با بررسی بیان ژن 9 کاهش معنی‌دار بیان این ژن نیز مشاهده شد. 
بطور کلی نتایج این تحقیق نشان داد که خاموشی ژن با استفاده از فناوری 15۷۸1 می‌تواند روش مناسبی برای کاهش بیان ژن باشد به طوری که با 
استفاده از این روش می‌توان به نقش ژن‌های مختلف در مسیرهای بیوسنتزی ترکیبات از جمله آنتوسیانین‌ها پی برد. علاوه بر این ژن چالکون ایزومراز 
به عنوان یکی از ژن‌های موثر در مسیر بیوسنتزی آنتوسیانین‌ها در گیاه اطلسی شناخته شد که می‌تواند در تولید رنگ در اين گیاه نقش داشته باشد. 


واژه‌های کلیدی: آنتوسیانین. اطلسی. چالکون ایزومرازه خاموشی ژن, ن151۸ 


مقدمه 

در سال‌های اخیر» صنعت تولید گیاهان زینتی گسترش زیادی 
یافته است که یکی از دلایل آن. تولید و اصلاح ارقام جدید می‌باشد 
(2012 ,2عطمصهیگ 0ص تع01صفطی؛ رمبعای‌لها 4صه متمطتطهز ۲ 
نماید (2001 ,تلعط2عت۱۷۵1 4صه ت۱00۱/21د۸) 

مهندسی ژنتیک از طریق دستورزی مسیرهای متابولیکی توانسته 


۱ و ۴- استادیاران گروه ژننیک و تولید گیاهی, دانشکده کشاورزی دانشگاه جهرم 
(#- نویسنده مسئول: کعه اصمعطهز ۵ طارم.؟ :تحص 
۲ و ۲- به‌ترتیب استاد و دانشیار گروه بیوتکنولوژی گیاهی, دانشگاه فردوسی مشهد. 
مشهد ایران 
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است نقش قابل توجهی را در صنعت گل و گیاهان زینتی ایفا نماید 
بطوریکه با استفاده از روش"های خاموشی و يا بیش بیان ژن‌های 
مرتبط به تولید ارقام جدیدی از رز (.50 1050) گل سپاسی 
(50۰ 0601۱07) میخکک (.5۳ ۵1/5( تورنیا( 10۳674 
۷ با رنگ متفاوت. اطلسی (۷(۳۲۲۱۵ ۳۵۱۷۱۱۵) میخک 
(50۰ 07145( با رایحه و ماندگاری بیشتر و ... کمک شایان 
توجهی داشته است (2005 ,1۳۱086 وراه ۵ زا۷۵۵۲ 
220 

رنگ گل یکی از مهمترین صفاتی است که در روش‌های 
اصلاحی گیاهان زینتی به آن توجه ویژه‌ای شده است ( 200 10 
6 ,208 ۷۷: 2011 ,۱21۵6۷162 200 ۱۱۹ مهم‌ترین 
عامل تعیین کننده رنگ گل. اجزای سازنده رنگدانه‌ها می‌باشند 
(2009 ,عال‌صفت مج ملممه؟؛ 20162 وراه ۶ ۲2ارعک) 
فلاونوئیدها یکی از مهمترین مسیرهای بیوسنتزی رنگ در گیاهان 
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مختلف می‌باشند. بگونه ای که بسیاری از روش‌های اصلاحی به ویژه 
مهندسی ژنتیک به شناسایی ژن‌های دخیل در مسیر بیوستتزی 
فلاونوئیدها و نقش کارکردی هر یک از آنها در تولید رنگ پرداخته 
است. ماحصل چنین دستورزی‌هایی تولید ارقام جدیدی از گیاهان 
نمونه‌های دستورزی شده‌ای شناسایی شده است (2007 ,۳006۲8 
0 .۸ ۶ ۷۵۵۳1[260) که تغییراتی را در مقدار محتوای 
آنتوسیانین (گروهی از فلاونوئیدها که ترکیبات قرمز بنفش و آبی 
تولید می کنند) و کاروتنوئید (گروهی از ایزوپرنوئیدها که رنگ زرد 
نارنحی و قرمز تولید می کنند) نشسان می‌دهند (2007 ,۳0/۲6۲2 
0 .۵ ۵ ۷0۵۲۳260 

فلاونوئیدها ترکیبات دارای اسکلت ۱۵ کربنی بوده و محلول در 
آب می‌باشند که در واکوئل‌ها تحمح می‌یابند ( 21 278225 6182200-۷(] 
0 ,.2؛ 2008 ,0۳01/2 هه هه 1). ساده‌ترین راهکار برای 
فلاونوئیدها است که از بیوسنتز آنزیم‌های ضروری ممانعت کرده و از 
این طریق می‌توان به نقش آن ژن در تولید رنگ دست یافت 
(2011 مفلنعنیله۱ جح حتحطتطعتط 2018 وله 61 ۵ظ۷۷2). 
یک فناوری قدرتمند است که با استفاده از چند مولکول 
۸ دو رشته‌ای کوچک (هلنکاع1) سبب خاموشی بیان ژن در 
سلول می‌شود و به عنوان روشی آسان و سریع برای تعیین عملکرد 
ژن در نظر گرفته شده است (2003 تنا۲؛ رتوعمک 2240 صنک 
28 

در بین گیاهان زینتی اطلسی (۱۳۳۱۵ ۳۵۲/۰۵) یکی از 
به عنوان یک گیاه گلدانی 9 با گیاه زینتی مورد استفاده در فضای سبز 
شهری در بسیاری از کشورها دارا می‌باشد (2004 ,.۵1 61 9002 ]؟ 
7 ,. 6 «۳6). از آنجایی که این گیاه به عنوان گیاه مدل 
استفاده می شود توجه بسیاری بر روی اين گیاه و شناسایی ژن‌های 
این گیاه از جمله شکل زیباء گل‌هایی با رنگ جذاب و همچنین مدت 
زمان طولانی گلدهی» موقعیت ویژه‌ای را برای آن فراهم کرده است؛ 
بطوری که در لیست گیاهان گلدانی برتر جهان قرار دارد ( 204 ۳۵۲1 
6 68؛ 2۸016 و.آه ۵1 2زعک). 

لذا با توجه به مطالب ذکر شده از جمله قابلیت روش ۸ در 
تعیین عملکرد یک ژن از طریق کاهش بیان آن و اهمیت آنزیم 
چالکون ایزومراز در مسیر بیوسنتزی فلاونوئیدهاء این تحقیق با هدف 
بررسی نقش ژن 60 در تولید رنگدانه در گیاهان اطلسی بنفش رنگ 
و صورتی با استفاده از تکنیک 5۸ انجام شده است. 


مواد و روش‌ها 
تهیه مواد کیاهی 

بذرگیاهان اطلسی هلندی از شرکت بذر شکوفه اصفهان خریداری 
شده و در گلدان‌های پلاستیکی در گلخانه با شرایط دمایی ۱۷-۱۶ 
درجه سانتی گراد دمای شب و ۲۱-۲۴ درجه سانتی گراد دمای روز و 


طراحی سازه خاموشی حاوی ژن :1» 

سازه ۸ حاوی قطعه ۵۲۰ جفت باز ناحیه 005 توالی 
۸« ژن چالکون ایزوراز (:/>) گیاه اطلسی (نوکائوتیدهای 
۱۴۳۰-۵۰ با شماره دسترسی 214589) و قطعه ۷۴۱ جفت باز از 
زن پیروات دهیدروژناز کیناز (24) به عنوان اینترون (که بین ناحیه 
سنس و آنتی سنس ژن 0 قرار گرفته است)» طراحی و سپس سازه 
طراحی شده در وکتور 011121 کلون گردید (شرکت بایونیره کره 
جنوبی) (شکل ۸. 

به منظور استفاده از سازه خاموشی طراحی شده برای انتقال به 
گیا» در مرحله نخست نیاز به تکثیر پلاسمید حاوی توالی ژنی سنتز 
شده از طریق تراریزش آن به باکتری ۵/0616705: .۸ است. با این 
هدف پلاسمیدهای 0۳1121 حاوی ژن :۰ با استفاده از روش 
الکتروپوریشن به باکتری 116/061275 ۸۰ سویه 1۸4404 منتقل 
شدند (1995 ,]). کلنی‌هایی از باکتری که حاوی پلاسمیدهای 
مورد نظر بودند با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 2 و با برنامه 
۶ شامل دمای ٩۴‏ درجه سانتی‌گراد به مدت ۱ دقیقه دمای ۵۸ 
درجه سانتی گراد به مدت ۱ دقیقه و دمای ۷۲ درجه سانتی‌گراد به 
مدت ۱ دقیقه با ۳۵ سیکل تکثیر و جداسازی شدند. طراحی آغازگرها 
به گونه‌ای انجام شد که یک جفت آغازگر ناحیه پیشبر 355 و بخشی 
از قطعه سنس ژن 61 را تکثیر می‌کند (0۲۳1۳6۲ 56056) و جفت 
آغازگر دوم» بخشی از قطعه آنتی‌سنس ژن 6 و ناحیه ترمیناتور 
پلاسمید 0۳81121 را تکثیر می‌کند (0۲1۳6۲ ع5صعوتاهه). توالی 
آغازگرها در جدول ۱ آورده شده است. 


انتقال سازه خاموشی حاوی ژن : به گیاه اطلسی 

جهت تراریختی گیاه اطلسی از روش دیسک برگی و هم‌کشتی با 
اگروباکتریوم استفاده شد. پس از کشت باکتری و هنگامی که 01600 
باکتری به ۰/۳-۰/۵ رسید. سوسپانسیون باکتری به مدت ۱۰ دقیقه 
در ۴۵۰۰ دور در دقيقه سانتریفیوژ شد (دمای ۴ درجه سانتی‌گراد). 
مایع رویی حذف شده و به پلت باکتریایی موجود در انتهای فالکون 
فیتامل یط کشسق 186 سایخ یامن دز مسا کرد جوا 
میکرومولار استوسرینگون). 


کیخاآخر و همکاران. اثر خاموشی ژن چالکون ایزومراز بر مسیر تولید رنگ در گیاه اطلسی با استفاده از فناوری ۴۱۳ 
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شکل ۱- سازه طراحی شده 13۸1 ژن :1» همراه با آنزیم‌های برشی تعبیه شده در آن در وکتور 011121 
این سازه حاوی ۵۳۰ جفت باز از قطعه سنس و آنتی سنس توالی "100180 ژن چالکون ایزومراز (/:1) و قطعه ۷۴۱ جفت باز از ژن پیروات دهیدروژناز کیناز (001) به عنوان 
اینترون است که بین ناحیه سنس و آتشی: سنس ژن 17 قرار گرفته است. این سازه در پلاسمید 0۳1121 کلون شد که حاوی ژن مقاومت به کانامایسین» ژن گزارشگر 8145 


۲ ۱۱21 ۱ ممظوجصه صمنامتاوع )1 عصهع ۵1 0۲ افص ۱۲۸۲ 0معزوع(۱ -1 مبام۲1 
6 0617۷۵۵۴8 ۲۵۵۱۵0۵0 16 32۲ طمتاصاً مج 20 ۵۶۴ 10 741 صرح همه و رن ۶ ععصموتامه مه معصمع طاع 530 عصتصنجاصم) )عتتادومی تخلالک- ره 
۱5 2606 عماع ,عطعع اصهاولوع۲ مل/وصحصق! عمل تا امصد فتصوهام 1121ظه صز 4عصماه ۷26 آعبتتاعجمم فتط ,عصمع ماه ۵۶ ععصوعتاصه 200 
۰ 9 35 020۷۲۷ مه ۲مقصتصتع] 


۳ 0۳ :6 وصتصنداصی ۷۵۵۲۵۲ عصئ‌صهمااه ۵ متا مهرد ان معصمنونع9 1 12016 


م۵۵ 5۵۲0۵۵۱2۵0 


(3بک) عصصان م1۳0۲ 


(3بک) م0 1۱۵۰۱۷۵۵ 6 ۳۳۵۵۵۲ 


۱3 
607 
٩۳0 ٩*0۳ 1‏ 566 
368 هه ۵۸1 ]۸۵۸ 01 00000۸0 2 کر( ایس ۱:۱۱ 
210 0 0( 00 0( ۳1۳ 
616 ۱6۹0000000 0 0 را ۹ 


به منظور ضدعفونی برگ‌هاء ایتداتمامی نمونه‌ها برای از بین 
بردن آلودگی‌های سسطحی با آبب شستشو شدند سپس با محلول ۱ 
درصد هیپوکلریت سدیم به مدت ۱۰ دقيقه و پس از آن با محلول 
كاربندازيم ۱ در هزار به مدت ۱۰ دقیقه. تیمار شدند. شستشوی نهایی 
نمونه‌هاء ۳ مرتبه با استفاده از آب مقطر استریل در زیر هود لامینار 
انحام شد. برگ‌ها به قطعات کوچک ۰/۵ * ۰/۵ سانتی‌متر برش داده 
شده و به عنوان ریزنمونه استفاده شدند. ریزنمونه‌های برگی آماده 


شده به مدت ۱۰ دقیقه با محیط کشت تلقیح تیمار شدند. ریزنمونه‌ها 
به محیط کشت هم کشتی (محیط کشت 115 حاوی ۲ میلی گرم در 
لیتر 3۸ و ۰/۵ میلی‌گرم در لیتر 2۸۸ فاقد آنتی‌بیوتیک و حاوی 
۰ میکرومولار استوسرینگون) انتقال یافته و به مدت ۴۸ ساعت در 
دمای ۲۵ درجه سانتی گراد اتاق رشد و در تاریکی قرار داده شدند. پس 
از انحام هم کشتی» ریزنمونه‌ها به محیط کشت القای شاخه انتقال داده 
شدند که شامل نمک‌های محیط کشت ۷5 ۲۰ گرم در لیتر ساکارز 


۴ نشریه علوم باغبانی (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰۳۷ شماره ۲. تابستان ۱۴۰۲ 


۲ میلی‌گرم در لیتر 5۸۳ ۰/۵ میلی‌گرم در لیتر هه ۵۰۰ 
میلی گرم در لیتر سفوتاکسیم و ۳۵ میلی گرم در لیتر آنتی‌بیوتیک 
کانامایسین بود. واکشت ریزنمونه‌ها هر دو هفته یک بار روی محیط 
کیت لفات شا سا رای کنایسیم بای کوش لابههای 
تراریخته و آنتی‌بیوتیک سفوتاکسیم برای از بین بردن اگروباکتریوم 
انجام شد. گیاهچه‌های تراريخته برای سازگاری به خاک منتقل شدند. 
محیط کشت گیاهچه شامل پیت ماس و پرلیت (۱:۱) بوده و جهت 
تامین رطوبت به اندازه کافی آبیاری شد. پس از استقرار و سازگاری 
کامل گیاهان. خصوصیات مورفولوژیک در گیاهان تراریخته و شاهد 
مورد بررسی قرار گرفت. 


شناسایی وکتور 10۸ حاوی زن 1 در گیاهان تراريخته 
به منظور تایید انتقال سازه خاموشی حاوی ژن :1 به گیاهان 
استفاده از کیت ستونی استخراج 1۱۸ شرکت دنا زیست آسیا (-#5 
صعع_,1030) انجام شد. واکنش ۳6۳ و تایید گياهان تراریخته با 
استفاده از دو جفت آغازگر سنتز شده برای وکتور خاموشی حاوی ژن 
زد انجام شد. همچنین برای تایید عدم آلودگی گیاهان تراریخته و 


گیاهان تراریخته. یک جفت آغازگر ژن کانامایسین (07) طراحی و 


سنتز شد (جدول ۱). 
استخراج 1۳۸ و سنتز 20۱۸ 


در این مرحله» استخراج 18۷۸ از گلبرگ‌های گیاهان تراریخته و 
شاهد با استفاده از کیت ستونی استخراج 12۸ شرکت دنازیست آسیا 
(صد1۳ ,۶5-1020 انجام شد و ۷۸۵( استخراج شده به منظور حذف 
آلودگی‌های احتمالی با 1 256( در دمای ۳۷ درجه سانتی‌گراد به 
مدت ۲۰ دقیقه تیمار شد ععل(ظا عتتاصعنمک مصعط1) 
(۸ونا ,17۳۲۱۱0525 


آزمون 11-۳0 
در این مرحله از پژوهش, بیان ژن 1 در گیاهان تراریخته حاوی 
وکتور خاموشی این ژن و گیاهان شاهد. با استفاده از روش - 0161 


۴ مورد بررسی قرار گرفت و از ژن 67۸ به عنوان مرجع استفاده 
شد (جدول ۲). 


جدول ۲- توالی آغازگرهای زن 6703 و 6114 استفاده سده در 011-۳1 گیاه اطلسی 
011-۴ داهن صز 0مکنتا عمعصمناوع5 مصترس ۵/1۸ 2۳00 07:۶ -2 12016 


موه 0م2زممط) رد5 (3-) جمسنیم م1۳ 


طاعجع( 
1317 00 ۱۱ ۱0 ۱ 0 7۰۲0۰۰۹۵۱۱۵۵ 
٩0 ۵) 0 0 180‏ 


تجزیه و تحلیل‌های آماری 

پژوهش حاضر در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار انجام 
شد. داده‌های حاصل با استفاده از نرم افزار ۷.16 ٩۳55‏ مورد تحزیه 
و تحلیل آماری قرار گرفتند. مقایسه داده‌ها به روش آزمون ) در سطح 
2۵ 0 انجام شد و اشکال مربوط به میانگین‌ها و خطوط انحراف 
معیار مربوط به هر ميانگین نیز توسط نرم‌افزار ۳6۵ رسم گردید. 


بررسی درج ترانسژن در لاین‌های تراريخته 

گياهان سازگار شده از نظر درصد تراریختی و تغییرات 
مورفولوژیکی ارزیابی شدند. از بین ۳۸ لاين مورد بررسی در گل‌های 
صورتی» ۲۲ لاین, باند 00 ۶۰۷ و 0۲ ۵۶۸ مربوط به هر یک از 
آغازگرهای استفاده شده در واکنش ۳ را نان دادند (راندمان 
تراریختگی ۵۷/۸۹ درصد)» در حالی‌که در ۱۶ لاین دیگر هیچ باندی 
مشاهده نشد (شکل ۲ الف و ب). در گیاهان با گل بنفش نیز ۱۰۰ 


(3بک) م0 1۱۵۱۷۵۲۵ 6 ۳۲11۱۱۵۳ 


1 ۱۱۱۱ ۱ 6۵ 
7 (0 


نمونه مورد بررسی قرار گرفت و درصد تراریختی در این گیاهان ۸۴ 
درصد در نظر گرفته شد (گروه ۱: ۲۰ نمونه از ۲۰ نمونه» گروه ۲: ۱۸ 
نمونه از ۲۰ نمونه» گروه ۲: ۱۵ نمونه از ۲۰ نمونه» گروه ۴: ۱۸ نمونه 
از ۲۰ نمونه و گروه ۵: ۱۳ نمونه از ۲۰ نمونه) (شسکل ۲ الف و ب). 
تفاوت در درصد تراریختی هر یک از گل‌های اطلسی با رنگ گل 
مختلف می‌تواند ناشی از تفاوت رقم در دریافت باکتری باشد. به 
عبارت دیگر کارایی انتقال ژن در ارقام مختلف» متفاوت است که در 
نتیجه منجر به تفاوت در درصد تراریختی در هر یک از گیاهان 
اطلسی مورد بررسی در این تحقیق شده است. به منظور بررسی عدم 
آلودگی نمونه‌های تراريخته» آزمون ۳0۶ با استفاده از ژن‌های ۷۶۲ 
انجام شد که در هیچیک از نمونه‌های تراريخته و شاهد (غیر 
تراریخت) باندی مشاهده نشد در حالی که در پلاسمید خالص 
1 حضور این ژن تایید شد ( شکل ۲-ج). همچنین به منظور 
تایید ورود وکتور به گیاهان تراریخت» حضور یا عدم حضور ژن 0 
(ژن مقاومت به آنتی بیوتیک کانامایسین موجود در وکتور 0۳1121) 
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که این ژن در تمامی گیاهان 


کیخاآخر و همکاران. اثر خاموشی ژن چالکون ابزومراز بر مسیر تولید رنک در گیاه اطلسی با استفاده از فناوری ۴۱۵ 


که در گیاهان شاهد(غیر تراریخت) این ژن حضور نداشت (شکل ۲- 
د). به منظور تایید حضور سازه در وکتور ۳0۴ با آغازگرهای 
۲عامحصمتم و ۲متحصنصتع] که توالی آنها در جدول ۱ آورده شده است 


باز مربوط به هر یک از آغازگرها تایید شد در حالی که در پلاسمید 
خالص (غیر نوترکیب) 0۳1121 باندی مشاهده نشد (شکل ۲-<). 


ور ۱ وا ۱ ۷ لا لا لا ۵ 1 1 ۷ ۷ ۷ 4 ۷ 4 ۷ 1 ۱ مر ور 1۵ 1۱ 9 1 لا ۵ 1 11 ۷ ۷ ۷ ۲ ٩ 4 ۷ ٩‏ ۸ ۱ 


سب بو 
ی مه ی من م. پزوه 


(الف) (۸) 


(د) (0 


(چ‌ ۰( 
شکل ۲- آنالیز ۳1۶ جهت تایید ورود سازه به ژنوم گیاه اطلسی 
الف) قطعه 00 ۶۰۷ تکثیر شده با آغازگرهای پیشبر و ناحیه سنس ژن 6/0؛ ب) قطعه 0۵ ۵۶۸ تکثیر شده با آغازگرهای ترمیناتور و ناحیه آنتی‌سنس ژن 6/0؛ الف و ب) چاهک 
۱: سایز مارکر 00 ۱۰۰ چاهک ۲-۲۰: گیاهان تراریخته؛ ج) قطعه 10 ۲ ژن 7 چاهک ۱: سایز مارکر 00 ۱۰۰؛ چاهک ۲: پلاسمید خالص ۳1121 (غیر نوترکیب)؛ چاهمک 
۳-۷: لاین‌های تراريخته اطلسی حاوی سازه ۸۵ ژن 01؛ چاهک ۸: گیاه اطلسی شاهد؛ د) تایید حضور سازه خاموشی در پلاسمید 0۳1121 نوترکیب و عدم تکثیر در 
پلاسمید غیرنوترکیب؛ تایید حضور ژن 071 در گیاهان تراريخته و عدم حضور در گیاه شاهد؛ چاهک ۱: سایز مارکر 0 ۱۰۰؛ چاهک ۲: پلاسمید نوترکیب تکثیر شده با آغازگر 
6 پچاهک ۳: پلاسمید نوترکیب تکثیر شده با آغازگر ۹61056؛ چاهک ۴: پلاسمید غیر نوترکیب؛ چاهک :۵-٩‏ گیاهان تراریخته حاوی ژن 27]؛ چاهک ۱۰: گیاه شاهد. 
عصمصعع فصن ما متا 00ص اعد ۵ حمتاحصماصی ۲۵۲ دتووامصه ۳0۶ -2 مبام۲1 
0 مامتها 16 اجمصصع 1 وه 568 ۵912۵0ظ)ه رظ جقمصصتيم تب ۵۶ 0صهتاه مقصمه 4ص تعمامصمم از اصمصرع2 ۵۵ 607 ۵۵91260 رخ 
00 :1 1226 :طاعدع1 10 2 716۲ مصمع ۷ (0) :عاصهام متصمععصهط :2-20 مصقاً یمیمص ممتو مرها 100 :1 مصق1 رظ قمع خ رععصتیم زین ۵۶ عدصعوتاصه 
بجوم تهللک-نطه عصتصتداومء عمصناً متصمع عصه متصتتامم :3-7 مصع1 زراصهصتمآموممعممه) #تصعهام ۵۳8۲121 متام :2 مصق1 رعمآنهصه م2لو وط 
۶ 0۳۵966۵6 :تصعهام اصحصتماجومعع وم صاً ممعصهوهاج فد همم 1121ظ۵ )صحصدماجومععع صا آعتتاقجم 0۶ ممعصعوم۶م رن بتصهان امتاجمم :8 مصق1 
0 )۲6۵۱۱62 4تحصصعهام )صهصتطجهم۲۵6 :2 مصق1 ردتقم م2لو مرا 100 :1 مصق1 رصقم امجمی صذ معصعوهاه ور همع فاصقام متصمععصعط طا مطمع 


+4تصصوها کصقطتماهمعع ومع :4 مصع چرموها 607) قعمصصترم مقصمو از 0م6هعنا۲۵۵ #تصعهام اصقصتطاهم6ع۲ :3 مصق1 چرمرطا 568) فتمصصتيم مقصموتامه 
تصقام امتاجمع :10 مصق1 تمصع ۵۵۸ عصتصتداومه عتصفام منصمع فصهتا :5-9 مصع[ 


تغییریفته بود (شکل ۳سب). در فنوتیپ ۷2, گل‌ها رنگ بنفش خود 
را حفظ کرده اما رگه‌های سفید رنگی در گلبرگ‌ها قابل مشاهده بود 
(شکل ۳ج). گلبرگ‌های فنوتیپ ۷3, نسبت به شاهد کاملاً کمرنگ 
بودند (شکل ۲-د). فنوتیپ ۷4 گل‌هایی را تشکیل دادند که علاوه 
بر کمرنگ شدن رنگ گلبرگ‌هاء حالت شیمری یا به عبارتی هیبرید 
داشتند. به اینصورت که بعضی از نقاط روی گلبرگ‌ها به صورت لکد 
هایی با شدت رنگ بیشتر مشهود بود (شکل ۲-ه). تعداد گیاهان با 
فنوتیپ ۷5 کم بود و تنها دو گیاه این فنوتیپ را ننشان داده و دو 


بررسی خصوصیات مورفولوژیک در لاین‌های تراريخته 

این آزمایش, تغییرات متنوعی در رنگ گل مشاهده شد. بطوریکه 
بیشترین تغییرات فنوتیبی مشاهده شده و بارز در گیاهان با رنگ گل 
بنفش بود. در بین نمونه‌های تراریخته در گیاهان بنفش, پنج فنوتیپ 
رنگ گل به صورت مجزا در نظر گرفته شد و با گیاهان اطلسی بنفش 
زک با رن #راهن هقایته شنزند اشسکل ال فیی :۸۳۱ 
گیاهانی بودند که رنگ گل آن‌ها بطور کامل از بنفش به سرخابی 


۶ نشریه علوم باغبانی (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰۳۷ شماره ۲. تابستان ۱۴۰۲ 


گلبرگ‌ها سرخابی بودند (شکل ۲-و). از زرد به بنفش تغییر يافته بود (شکل ۴). این در حالی بود که در سایر 


مایت از سایزی نم در ای گناهان السین طنضی :نگ 


(الف)(۸) (ب)(13) 


(ج6) ()(0) 


۳ 


شکل ۳- تغییرات فنوتیبی مشاهده شده در لاین‌های تراريخته اطلسی با رنگ گل بنفش 
الف) شاهد؛ ب) فنوتیپ 1 ۷: سرخابی؛ ج) فنوتیپ ۷2: بنفش با رگه‌های سفید؛ د) فنوتیپ ۷3: بنفش کمرنگ؛ ه) فنوتیپ ۷4: بنفش شیمر یا هیبرید؛ و) فنوتیپ ۷5: سرخابی 
و بنفش (دو رنگ)؛ 
10۳۷6 مارا ۱6 فتاه »نصمععصها صز مع‌عصعمل هام امصمداص 0ع وا -3 ماوز۲] 
4 (ظ :مامتام اون :عموامصمدن ۷3 (ن1 رملهه‌تاه ماتطه از عامنام :عموامممدام ۷2 رن :همه :عمرامصمدام ۷1 رظ ممروطا ۷110 (۵ر 
601016(۰ ۸۵) عام‌تنام صح هصم‌مههه عهمصمداح ۷5 ( :مام‌تم 4تعابوط عم هتمحصنط :عمروامصمدام 


کیخاآخر و همکاران. اثر خاموشی ژن چالکون ایزومراز بر مسیر تولید رنگ در گیاه اطلسی با استفاده از فناوری ۴۱۷ 


(الف) (۸) 


(ب) (8) 
شکل >- تغییرات مشاهده شده در رنگ بساک لاین‌های تراريخته بنفش 
الف) گل و بساک گیاهان شاهد (حالت طبیعی)؛ ب) تغییر رنگ بساک در گیاهان تراريخته با رنگ گل بنفش. 


ماه عامرصسان »تصمععصه) ۵۶ تمطااصه سا مممصمه 0ع۲ ۵و0 -4 ما۲ 
۰ هم وتنام منصمع قمع ۵۶ تمطاصه ما معصقطه عمامی رظ جعمهط 711۵0 ما تعطمح هه تمب 110 هر 


(الف) (ه) (ب) 68 (ج) () 


الف) شاهد؛ ب) فنوتیپ 1: صورتی کمرنگ؛ ج) فنوتیپ ۳2: صورتی با رگه‌های سفید. 
متام لصتم منصمععصع ۵۴ صز مممصفا اماموامصمدام ۲۷۵۵0 موهان0 -5 مساهز۲ 
هم مانطا زا کلصنم :عموامصعطای ۲2 رن لصتم )طونا :عموامصعطم 1ظ رظ بعموا ۷۱۱۵ (خر 


در بررسی لاین‌های تراریخته صورتی نیز تنها دو فنوتیپ مشاهده تغییرات فنوتیپی مشاهده شده در رنگ گل لاین‌های تراریخته 
شد. گیاهانی که نسبت به شاهد کمرنگ بودند (۳1) (شکل ۵-الف و مورد بررسی نتیحه فعالیت سازه خاموشی ژن :01 است که سبب 


در گروه فنوتیپی دوم طبقه‌بندی شدند (شکل ۵-ج). کم رنگدانه‌ها و کمرنگ شدن لاین‌های تراریخته نسبت به شاهد را 


۴۱۸ نشریه علوم باغبانی (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰.۳۲۷ شماره ۲. تابستان ۱۴۰۲ 


بدنبال داشته است. در فنوتیپ‌هایی با رگه‌های سفید رنگ» احتمالا 
خاموشی در بخش‌های سفید با فعالیت بیشتری عمل کرده (در این 
بخش‌ها خاموشی به صورت مطلق روی داده است) و منجر به متوقف 
شدن کامل مسیر تولید رنگدانه و تجمع نارنجنین چالکون شده است 
که ماحصل آن تولید رنگدانه‌های سفید و فنوتیپ سفیدرنگ می‌باشد. 

خاموشی ژن‌های چالکون سنتاز و چالکون ایزوم راز در گياهان 
تورنیا و توتون با استفاده از فناوری 16۸1 منجر به تولید گیاهانی شد 
که کاهش شدید رنگ را نشان دادند (2004 .اه 6 تلمونها1 
5 , .۸ 61 ۱15112172). بطوری که در گیاهان تراريخته توتون» دو 
لاین» گل‌هایی به رنگ سفید و ده لاین» گل‌هایی به رنگ صورتی 
روشن تولید کردند. 

در اين آزمایش فنوتیپ‌های شیمر یا هیبرید نیز مشاهده شد که 
احتمالاً نتیجه عمل سازه 127۸ در برخی از سلول‌های بافت گلبرگ 
(فعالیت کمتر ژن :61 و تولید رنگدانه کمتر) و عدم فعالیت آن در 
بعضی از سلول‌های دیگر (عدم تغییر رنگ در این بخش از بافت 
گلبرگ) است که منجر به بروز طیفی از رنگ در بافت گلبرگ این نوع 
از گیاهان شده است. اما تولید رنگ سرخابی در لاین‌های تراریخته 
حاصل از گیاهان اطلسی بنفش رنگ, احتمالاً گویای توقف مسیر 
سنتز ترکیبات دلفینیدین و فعال شدن مسیر تولید ترکیبات سیانیدین 
در این نوع گیاهان است. 

در تحقیقات انحام شده نیز این موضوع گزارش شده است. 
بطوری که در گیاهان تراریخته تورنی؛ اطلسی و جنتیانای آبی با کاهش 
بیان ژن 135 که یک آنزيم کلیدی موثر در تولید ترکیبات 


۷3 ۷4 ۷51 ۷۹2 


دلفینیدین است تنوعی از رنگ گل (آبی تا صورتی) از طریتی تجمع 
مشتقات سیانیدین مشاهده شد (2004 ,.۵ ۶۶ 15002؛ یله 
6 .0 ۵1؛ 2008 ,.۵1 61 >ناوا21]) 


آزمون 1۲1-۳01 


در بررسی بیان ژن 1 در ۵ گروه فنوتیبی لاین‌های تراریخته 
اطلسی با شاهده بیشترین کاهش بیان در فنوتیپ سرخایی (۷71) 
مشاهده شد که بیان ژن 2 در آن ۶ برابر نسبت به شاهد کاهش 
یافته بود. پس از آن کمترین بیان در لاین‌های تراریخته بنفش با 
ره‌های سفید (۷2) بنفش شیمری (۷4) و بنفش کمرنک (73) 
مشاهده شد که به ترتیب ۲/۴ ۱/۹ و ۱/۷ برابر نسبت به شاهد 
کاهش يافته بود. در مورد گروه فنوتیبی پنجم (۷5) که دو رنگ بود 
استخراج 1۷۸ از هر دو بخش بنفش (۷51) و سرخابی (۷52) 
انحام شد و آنالیز بیان برای هر بخش در ابتدا نسبت به شاهد و سپس 
با مقایسه دو بخش با هم صورت گرفت. در مقایسه بین ۷51 کاهش 
بیان ژن :1 به میزان ۱/۴ نسبت به شاهد مشاهده شد امااین 
کاهش از نظر آماری معنی‌دار نبود (0>0.05 در حالی که کاهش بیان 
بخش سرخابی (۷52) نسبت به شاهد ۲/۷ برابر بود. همچنین در 
مقایسه‌ای که بین دو بخش انحام شد (۷51 و ۷52 بیان ژن :1» 
در بخش سرخابی ۷۹ برابر نسبت به بخش بنفش رنگ کاهش یافته 
بود (شکل ۶). 


بیان ژن چالکون ایزومراز 


ماع جمتوععتمه عصعع (نطه) عومتعصصموز عصمعلفطه 


۷2 ۷1 ۷ 
۵ هما متام ۷۱6 متصتتاوج ملصعع ۳28 


لاين های تراریخته اطلسی با رنگ گل بنفش 


شکل 7- تغییر بیان ژن 07 در ۵ گروه فنوتیبی لاین‌های تراربخته اطلسی با رنگ گل بنفش نسبت به شاهد 
۲ ۱ ۲۳۱2۵۴ ما۲۵ ممصنا متصمع تمه مامص ۵ دمم امنمز)مصمداص 5 ص متوعمتهونه عصعع 612۶ -6 ۲12۱۲6 


از آنجایی که در کل نمونه‌های آزمایشی پژوهش حاضر بساک 


داشتند و در هیچیک از گیاهان شاهد و یا گیاهان تراريخته دیگر 


کیخا آخر و همکاران. اثر خاموشی ژن چالکون ایزومراز بر مسیر تولید رنگ در گیاه اطلسی با استفاده از فناوری ۴۱۹ 


گیاهان تراریخته و شاهد (۲ تکرار) انحجام شد و پس از ساخت 
۵1۸ بیان ژن مورد بررسی قرار گرفت. نتایج آزمون 11۳1-۳01۴ 
نشان‌دهنده کاهش معنی‌دار (050.05) ژن :01 بوده بطوری که کاهش 
۶ برابری بیان اين ژن در بساک گیاهان تراريخته نسبت به بساک 
گیاهان شاهد مشاهده شد (شکل ). ژن چالکون ایزومراز در بساک و 
دانه گرده گل نیز فعالیت دارد. پس کاهش بیان این ژن در بساک 
گیاهان تراريخته را می‌توان به اثر سازه خاموشی منتقل شده به ژنوم 
این گیاهان نسبت داد. اما در مورد تغییر رنگ پرچم‌ها به رنگ بنفش» 
توتون حاوی سازه خاموشی ژن 0 به زرد تغییر کرده بود 
(2005 .اه 61 حتحطتطهنظ 2018 .له 61 ۷۷2۵۵ انتظار می‌رفت 
کاهش بیان این ژن در لاین‌های تراریخته اطلسی نیز منجر به 
این گیاهان شود. ممکن است تجمع چالکون در بساک این گیاهان نیز 
رنگدانه‌های بنفش در بساک این گیاهان نقش داشته باشد. برای مثال 
می‌تواند سایر مسیرهای موجود در چرخه فلاونوئیدها در بساک فعال 
شده باشد یا شرایط بیوفیزیکی محل تجمع رنگدانه‌ها (سیتوپلاسم. 
سیتوسل و بالاخص واکوتل) از قبیل تغییر در 3و یا فصال شدن 
عناصر یا یون‌هایی که بر روی تولید و تجمع رنگدانه در این مناطق 
باشد. حتی ممکن است برهمکنشی از تمامی موارد ذدکر شده علت 
بروز رنگ بنفش در بساک این گیاهان باشد. هر چند تایید و تعیین 
دلیل یا دلایل قطعی این مشاهده نیازمند آزمایش‌های تکمیلی می 


۸ 


باشد. 

در گل‌های تراریخته صورتی نیز کاهش ۶و ۴ برابری بیان ژن 
چالکون ایزومراز نسبت به شاهد مشاهده شد که به ترتیب مربوط به 
لاین‌های صورتی کمرنگ (۳1) و لاین‌های صورتی دارای رگه‌های 
سفید (۳2) بود (شکل ۸ 

در تمامی لاین‌های تراریخته مورد بررسی و فنوتیپ‌های مشاهده 
شده. کاهش بیان ژن نء نسبت به گیاهان شاهد مشاهده شد که 
نشاندهنده کارایی سازه 121۸ طراحی شده در خاموشی ژن چالکون 
ایزومراز (:6) می‌باشد که منجر به کاهش بیان ژن و ظهور فنوتیپ 
های جدید شده است. 

در پژوهش انجام شده تفاوت در خصوصیات فنوتیپی و میزان 
بیان ژن 0 و سایر ژن‌های بررسی شده در لاین‌های تراريخته 
نشان‌دهنده تفاوت در درجه خاموشی و کارایی سازه ۸ مورد 
ارزیابی در اطلسی‌های مورد مطالعه است. بطوری که این تفاوت در 
بین گیاهان تراریخته موجود در یک رنگ نیز بوضوح قابل مشاهده 
است. 

در گیاهان تراريخته توتون حاوی سازه‌های خاموشی مربوط به 
ژن‌های 7 3و 775 (فلاونول سنتاز) نیز تفاوت در درجه خاموشی در 
بین گیاهان تراريخته مشاهده شد (2008 ,.۵1 61 هاناعلفآ۱2 


6 .۵ ۰ 90زنا۳]). در گیاهان جنتیانای تراریخته با رنگ گل 


یاسی» تغییر رنگ گل بدلیل تغییر در تکیت انتوسیانین‌ها تست فاده 


در مقدار آنتوسیانین‌هاء دلیل اصلی تغییر رنگ در گیاهان مورد بررسی 
در نظر گرفته شده است (2010 ,.۵1 6۶ ۲21۵/5۱12 
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بیان ژن چالکون ایزومراز 
طمنا؟ طمتوعهتمج عصوع (نطع) عععتعصصمعز عصمماقطه 


۸ 


۲عصاصج صا ععصعطه عمامه طذ/۷ ععصناً منصمععصعتا 


لاین های تراریخته اطلسی با تغییر رنگ پرچم 


شکل ۷- تغییر بیان زن :1 در لاین‌های تراربخته اطلسی با تغییر رنگ بساک نسبت به گیاهان ناهد 
۲ 2() مظ۳)و۲ مطااصه دز معصفل ما ط)زه ممصنا »تصم‌ععصه عرص منوعهوجه عصمع 61۶ -7 ۲12۱۲۵ 


۴۲۰ نشریه علوم باغبانی (علوم و صنایع کشاورزی). جلد ۰.۳۷ شماره ۲. تابستان ۱۴۰۲ 


نتایج تحقیقات مختلف نشان‌دهنده کارایی بیشتر خاموشی در 
ژن‌های بالادست مسیر بیوسنتزی تولید آنتوسیانین‌ها است بطوری که 
در تحقیقاتی که بر روی گیاه جنتیانا انجام شده است. در گیاهان 
تراريخته جنتیانا که حاوی سازه ۸( ژن 1 5 13 بودند» فراوانی 
خاموشی نسبت به گیاهان جنتیانای حاوی سازه خاموشی ژن‌های «:ا» 
و 475 کمتر بود (2005 ,.۵1 61 19010272 به عبارتی موقعیت ژن 
مورد نظر در چرخه بیوسنتزی تولید رنگدانه و توالی ژن هدف مورد 
استفاده در روش 15۸1 نیز بر کارایی خاموشی موثر است. همچنین 
طول توالی ژن هدف نیز در فراوانی خاموشی ژن در گیاهان تراریخته 
تاثیر دارد. بطوری که قطعات با طول ۵۰۰-۷۰۰00 بیشترین تاثیر را در 
خاموشی ژن خواهند داشت. با اینحال بسته به گونه گیاهی» طول 
قطعه انتخابی برای خاموشی می‌تواند از ۱۰۰-۱۰۰۰0 متفاوت باشد 
(2006 .اه ۵1 عژوهنع۳ 2010 ,.۵1 61 فاناوای[۲2) 

روش 1۷۸ بطور گسترده‌ای برای کاهش بیان ژن‌های 


منابع 
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۳2 ۳1 
عمصنا عنصععوصه لصتم 


لاین های تراریخته اطلسی با رنگ گل صورتی 
شکل ۸- تغییر بیان زن 1» در ۲ گروه فنوتیبی لاین‌های تراريخته اطلسی با رنگ گل صورتی نسبت به ساهد 
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بیان ژن چالکون ایزومراز 
متا حمتوععتموه عصعع نطه 
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7.00 
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سبب ممانعت از تجمع آنتوسیانین‌ها و تغییر رنگ گل در گیاهان 
تراريخته می‌شود (2010 ,./۵ ۶ ه>ناعل۱21٩‏ 2017 .۵01 ۵1 صعط)؛ 
58 , .0 61 0طزنا۲) 


نتیجه گیری 

نتایج این آزمایش بطور واضحی نشان داد که ممانعت از فعالیت 
ژن 10 می‌تواند در گیاهان اطلسی با استفاده از خاموشی القا شده از 
طریق ۸( بدست آید و تغییر در مقدار ترکیبات فلاونوئیدی و 
آزمايش موید حضور و نقفش کلیدی این ژن در مسیر بیوسنتزی 
آنتوسیانین‌ها است که 1 نفشر اصلٍ را در و کنشر تبدیل نارد 2 نحنین 
چالکون به فلاوانون ایفا می‌کند. 
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